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@ Epothilone, deren Herstellungsverfahren sowie sie enthaltende Mittel 

(g) Die Erfindung betnttt Epothilone der folgenden allgemei- 
nen Formel 
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Herstellungsverfahren sowte Epothtlone enthaltende Mittel. 



UJ 

Q 



; i i 'M.)t :->L>fUn. k f \<\ ' . * 1 ■ mm 1 >: 



DE 41 38 042 Al 



25 



30 



40 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Epoihilonc der folgenden aligemeinen Formel: 




worin R 1 Wasserstoff. d -C 4 -Alkyl, C,-C4-Acyl, Li + . K + . Na\ 1/2 Mg 2+ oder 1/2 Ca 2 ^ bedeutet und R 2 
Wasserstoff oder erne Methylgruppe darstellt. 

Ferner betrifft die Frfindung eine Epothilon, gekennzeichnet durch einen oder mehrere der folgenden Para- 
meter: 



'H-NMR Daten 


,4 C- 


NMR Daten 


Atom 




Atom 




2a 


2,4 


1 


170,5 


2b 


2,52 


2 


39,1 


3 


4,19 


3 


73,2 


6 


3.2 


4 


53,0 


7 


3.78 


5 


219,9 


8 


1,73 


6 


43,5 


9a 


1,4 


7 


74,7 


9b 


1.52 


8 


36,4 


10a 


1.4 


9 


30,7 


10b 


1,4 


10 


23.6 


11a 


1.42 


11 


27,6 


lib 


1,7 


12 


57,4 


12 


2,9 


13 


54,6 


13 


3,01 


14 


31,7 


14a 


1.85 


15 


76,8 


14b 


2,11 


16 


137,4 


15 


5,41 


17 


120,1 


17 


6,6 


18 


152,1 


19 


6,99 


19 


1163 


21*) 


1.08 


20 


165,0 


22*) 


U5 


21*) 


20,4 


23 


1.15 


22*) 


21,6 


24 


033 


23 


H,1 


25 


2,05 


24 


17,1 


26 


2,69 


25 


15,6 






26 


19,1 



") /uordnung vcrtauschbar. 

C*Hj,N0 6 S[493] 
55 FAB-MS(neg.lonen): 429.25 fur(M-H)" 

UV(MeOH)X max (logc) - 210(4.1 7); 249(3.97) 

IR Film auf Irtran: 

v: 3429; 2966; 2937; 1737; 1691 ; 1463; 1 374; 1 295; 1 257; 1 185; 11 50; 1087; 1029; 1014; 979 cm" 

60 

DC:Rk - 0,75 

Or MnfolirMH-V, Mcn-lcl iiufmittrl- 



A ns i) r u hen mil V ;ininn Srh wett/ls.i m I r M'.itcfi/ itm rr mi / rn .i . 
HPI.C: R, - 5.4 mm 
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Saulc:4 x 250 mm Lichrosorb RP- 18 7 um Merck; 
FluS: 1.5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser - 65 : 35 
Detektor: UV 254 nm 

Des weiteren betrifft die Erfindung ein Epothilon, gckennzeichnet durch einen oder mehrere der folgenden 5 
Parameter: 



'H-NMR Datcn 


"C- 


NMR-Daten 


Atom 




Alom 





2a 


2,22 dd 


1 

1 


t 7fl ^ 
1 /U,D 


2b 


2,53 dd 


1 


7Q A 


3 


4,24 dd 


J 




6 


3,28 m 


4 




7 


3,75 dd 


r 
3 




8 


1,73 m 


6 


43,1 


9a 


1,4 m 




/4,J 


9b 


1,5 m 


8 


36,6 


10a 


1,4 m 


9 


io,y 


10b 


1,4 m 


10 


22,5 


1 la 


1,42 m 


1 1 


32,3 


1 1 b 


1 7 m 


1 2 


613 


12 




13 


61,7 


13 


2,8 dd 


t A 


19 A 


14a 


1,9 ddd 


15 


76,9 


14b 


2,1 ddd 


16 


1373 


15 


5,41 dd 


17 


120,0 


17 


6,6 s 


18 


152.1 


19 


6,99 s 


19 


116,2 


21*) 


1,05 s 


20 


165,1 


22*) 


1,36 s 


21*) 


19,7 


23 


1.15 d 


22*) 


21.5 


24 


0.92 d 


23 


13.7 


25 


2,05 s 


24 


17.1 


26 


2,69 s 


25 


15,7 


27 


1,28 s 


26 


19,0 






27 


22,7 








(R'=CH 3 ) 



*) Zuordnung vertauschbar 



C 2 7H 4 iNO6S[507] 

FAB-MS (neg. lonen): 506.25 fur(M-H)- 

UVJMeOH^.xOoge) = 21 0(4.1 7); 249 (3.97) 45 
IR Film auf Irtran: 

v = 3400;2958;2931 ; 2875; 1735; 1689; 1629; 1609; 1463; 1378; 1250; 1 149; 1049; 977 cm" 1 

DC: R F - 0,75 <*> 
DC Alufolie 60 h'?^ Merck; Laufmittel: 
Dichlormethan/Methanol - 90 : 10 
Detektion: 

1. UV Loschung bei 254 nm 

2. Anspruhen mit Vanilin/Schwefclsaure Reagenz und erhitzt auf 1 20° C. braune Anfarbung 55 



HPLC: R t = 6,3 min 

Saule:4 x 250 mm Lichrosorb RP 1 8 7 fim, Merck; 
FluB: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser - 65 : 35 
Detektor: UV 254 nm 
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worm R 2 Wasserstoff oder Methyl bedeutet. (Das Kohlenstoffatom der Methylgruppe wird als C27 bezeichnet). 
Ferner betnfft die Erfindung ein Verfahren zum Cewinnen von Epothilonen, insbesondere der vorstehend 
charakterisierten Epothilone, das dadurch gekennzeichnet ist. dafi man den Stamm So ce90 DSM 6773 

— in einem Kohlenstoffquellen, Stickstoffquellen und Mineralsalze enthaltenden Medium kultiviert, 

— entweder wahrend der Kultivierung des Stammes oder ansehlieBend ein Adsorberharz zusetzt, 

— die Fermenterbruhe abtrennt, 

— die Epothilone ausdem Adsorberharz eluiert und 

— die Eluate direkl oder iiber weitere Reinigungsschritte von dem/den Losungsmittel(n) befreit, 

— und gegebenenfalls uber Hochdruck/Niederdruckchromatographie und/oder Umkristallisation die ver- 
schiedenen Epothilone aufreinigt und voneinander trennt. 

Gegebenenfalls konnen die so gewonnenen Epothilone mit gangigen chemischen Verfahren weiter umgesetzt 
werden, z. B. mit Basen in die Alkali- und Erdalkalisalze uberfuhrt und gegebenenfalls weiter zu Ethern umge- 
setzt werden.odersie konnen mit organischen Sauren in die entsprechenden Ester uberfuhrt werden. 

Ferner betrifft die Erfindung ein Mittel fur den Pflanzenschutz in Landwirtschaft, Forstwirtschaft und/oder 
Gartenbau, bestehend aus einem oder mehreren der vorstehend aufgefiihrten Epothilone oder eines oder 
mehrere dieser Epothilone enthaltend, gegebenenfalls neben einem oder mehreren ublichen Trager(n) und/oder 
Verdunnungsmittel(n). 

SchlieBlich betrifft die Erfindung ein therapeutisches Mittel, das insbesondere cytotoxische Aktivitaten ent 
wickeln und/oder Immunsupression bewirken kann, bestehend aus einem oder mehreren der vorstehend aufge- 
fiihrten Epothilone oder eines oder mehrere dieser Epothilone enthaltend, gegebenenfalls neben einem oder 
mehreren ublichen Trager(n) und/oder Verdunnungsmittel(n). 

Im folgenden wird die Erfindung anhand von Beispielen und experimentellen Daten naher erlautert. 

Produktionsstamm 

Stamm So ce90 wurde im Juli 1985 an der Gesellschaft fur Biotechnologische Forschung (GBF) aus einer 
Bodenprobe von den Ufern des Zambesi, Siidafrika, isoliert. Der Stamm ist bei der Deutschen Sammlung von 
Mikroorganismen (DSM) unter Nr. 6773 hinterlegt. 

Stammkultur und morphologische Beschreibung: Der Stamm wachst auf Cellulose als einziger Kohlenstoff- 
und Energiequelle mit KNOj als einzige Stickstoffquelle, z. B. auf Filterpapier uber ST21 Mineralsalzagar (0.1 % 
KNOj; 0.1% MgS0 4 x 7 H?0; 0.1% CaCl 2 x 2 H 2 0; 0.1% K 2 HP0 4 ; 0.01% MnS0 4 x 7 HzO; 0.02% FeCI 3 ; 
0.002% Hefeextrakt; Standard-Spurenelementlosung; 1% Agar). Auf diesem Medium werden dunkelrotbraune 
bis schwarzbraune Fruchtkorper gebildet, bestehend aus kleinen Sprangiolen (etwa 15 bis 30 um Durchmesser) 
in mehr oderweniger groBen dichten Haufen und Paketen. 

Der Stamm wachst sehr gut mit Glucose und KNO*, z. B. auf CA2-Agar (Grundmedium: 1.5 g Agar in 92 ml 
Aquadest.;Stamml6sung 1:7.5% KNO*.7.5% K 2 HP0 4 in Aqua dest,; Stammlosung 2: 1.5% MgS0 4 x 7 H 2 Oin 
Aqua dest.; Stammlosung 3: 0.2% CaCI 2 x 2 H 2 0, 0.15% FeClj in Aqua dest.; Stammlosung 4: 20% Glucose in 
Aqua dest. Die Stammlosungen werden durch Autoklavieren sterilisiert. Je 1 ml der Losungen 1 bis 3, sowie 5 ml 
der Losung 4 werden dem Grundmedium zugegeben. ebenso eine geeignete Menge einer Spurenelementlo- 
sung). 

Die vegetativen Siabchcn haben fur Sorangium typischcn Form (rclativ derbe, im Phasenkontrastmikroskop 
dunkle, zylindrische Stabchen mit breit abgerundeten Enden, im Mittel 3-6 urn lang und 1 u.m dick). Nach 
langerer Adaptation an das Wachstum in Flussigmedien wachst der Stamm in homogener Zellsuspension. 

Der Stamm So ce90 produziert chemisch nahe verwandte Verbindungen, die antibiotische Aktivitat besitzen. 
Insbesondere sind diesc Verbindungen cytotoxisch sowie antifungal wirksam. Hervorzuheben ist z. B. die Mem 
mung von Mucor hiemlis. 

Produktion der biologisch aktiven Verbindungen 



. . • \ . ' ■ ■ - ">r ni .i i !■ ■ ■ n : ■)(](■' m.i.x ...... 

,vf«il!i. Beimpfi w:rd mit !"! tvruT !Pi gieirhrn Medium irdorh /us<)/theh mil >(> mM Hi- (M S Ptitlcr pti /4 r 
Schuttelkolbcn ange/ogenen Vorkultur (1 W) upm. 30 G). Fermentiert wird bei 12 C_ mtt einer Kuhrgeschwirulig 
keit von 500 upm und einer Bcluftung von 0.2 NL pro m J und Std.,der pH-Wert wird durch Zugabe von KOH bei 
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7.4 gchaltcn. Die Fermentation dauert 7- 10 Tage . Die gebildeten aktiven Verbindungen befinden sich teils im 
Uberstand und teits in den Zellen. 

Alternativ dazu kann in Gegenwart von Adsorberharzen (z. B. XAD 1 180, Rohm und Haas, 2 — 5%) fermen- 
tiert werden. 

Isolierung von Epothilon A und B 

Wahrend der Fermentation von Sorangium cellulosum So ce90 (z. B. 70 ] Fermentationsvolumen) in Gegen- 
wart ernes Adsorberharzes (z. B.: XAD-1180, Rohm und Haas. 2% v/v) werden die gebildeten Antibiotika 
Epothilon A (Abb. 1) und B (Abb. 2) vollstandig an das I larz gebunden. Nach Abtrennung der Kulturbruhe (z. B. 
durch Absieben in einem ProzeBfilter) wird das Harz mil 3 Bettvolumen Wasser gewaschen und mit 4 Bettvolu- 
men Methanol eluiert. Die vereinigten Eluate werden im Vakuum bis auf den Wassergehalt eingeengt und 
dreimal mit je 0,2 I Ethyiacetat extrahiert. Die vereinigten Ethylacetatextrakte werden zur Trockne eingeengt 
(ca. 40 g Trockengewicht). 

Der Rohextrakt wird in 50 ml Methanol aufgenommen und an Lichroprep RP 18 25-40 urn (Saule: 
400 x 100 mm; FluB: 200 ml/mi n; Merck Prepbar) isokratisch mit Methanol/Wasser 6/4 chromatographiert. Die 
Epothilone enthaltenden Fraktionen (R t ca. 95-125 min) werden durch RP-18 Niederdruckchromatographie 
aufgereinigt. (Saule 400 x 60; HD Sil- 18-20 60, Labomatic; Laufmittel: Methanol/Wasser 65/35; FluB 25 ml/ 
min;R, Epothilon A: 140—165 min;R, Epothilon B: 1 70— 195 min. 

Die Feinreinigung der Epothilone erfolgt durch Kxistallisation aus 

1. Epothilon A: Toluol/Ethylacetat = 3:2 

«-|Wt....w.. mu.. -^*..J 

Epothilon A 
C 26 H 3 9N0 6 S[493] 

FAB-MS (neg. lonen): 429.25 fur(M-H)" 

^-NMR-Daten s.Tab. 1 

n C-NMR Daten s.Tab.2 

UV(MeOH)Xmax OogE) - 210(4.17); 249(3.97) 

IR Film auf Iriran: 

v: 3429; 2966; 2937; 1737; 1691; 1463; 1374; 1295; 1257; 1185; 1 150; 1087; 1029; 1014; 979 cm" 1 
DC: Rf - 0,75 

DC-Alufolie 60 F 2 «*, Merck; Laufmittel: 
Dichlormethan/Methanol = 90 : 10 
Detektion: 1. UV-Loschung bei 254 nm 

2. Anspruhen mit Vanillin/Schwefelsaure-Reagenz und erhitzen auf 120° C, braune Anfarbung 
HPLC:R, - 5,4 min 

Saule:4 x 250 mm Lichrosorb RP-18 7 jim, Merck; 
FluB: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser = 65 : 35 
Detektor:UV254 nm 

Epothilon B 

C 27 H 4 iNO6S[507] 

FAB-MS (neg. lonen): 50625 fur (M - H)" 
iH-NMR-Datens.Tab. 1 
]i C— NMR-Daten s. Tab. 2 
UV(MeOH)X max (logE) = 210(4.1 7); 249 (3.97) 
IR Film auf Irtran: 

v = 3400; 2958; 2931; 2875; 1735; 1689; 1629; 1609; 1463; 1378; 1250; 1 149; 1049;977 cm" 1 
DC: Rp - 0,75 

DC-Alufolie 60 F 2 ^, Merck; Laufmittel: 
Dichlormethan/Methanol = 90 : 10 
Detektion: 

1. UV-l.oschung bei 254 nm 

2. Anspruhen mit Vanilin/Schwefelsaure-Reagenz und erhitzt auf 1 20°C, braune Anfarbung 
HPLC:R, = 63 min 

Saule: 4 x 250 mm Lichrosorb RP-18 7 nm. Merck; 
FluB: 1 ,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser = 65 : 35 
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Tabelle I 



i h - NMR-Daten der Epoihilone A und B 



5 


A lorn 

. 


A 

- 


B 




2a 


2.4 dd 


222 dd 




2b 


2,52 dd 


2,53 dd 


10 


3 


4,19 dd 


4,24 dd 




6 


32 m 


3,28 m 




7 


3,78 dd 


3,75 dd 




8 


1,73 m 


1,73 m 




9a 


1,4 m 


1,4 m 


15 


9b 


1,52 m 


1,5 m 




10a 


1.4 m 


1,4 m 




10b 


1,4 m 


1,4 m 




1 la 


1,42 m 


1.42 m 




11b 


1,7 m 


1.7 m 


20 


12 


2,9 ddd 


— 




13 


3,01 ddd 


2,8 dd 




14a 


1,85 ddd 


1,9 ddd 




1 tu 


2 i 1 ddd 


2 ! ddd 




15 


5,41 dd 


5,41 dd 


25 


17 


6,6 s 


6,6 s 




19 


6,99 s 


6,99 s 




21*) 


1,08 s 


1.05 s 




22*) 


1,35 s 


1,36 s 




23 


1.15 d 


1,1 5 d 


30 


24 


0,93 d 


0,92 d 




25 


2,05 s 


2,05 s 




26 


2,69 s 


2,69 s 




27 




1,28 s 



*) Zuordnung vertauschbar 



40 



45 



SO 



55 



bO 
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Tabelle 2 

'*C— NMR-Daten der Epothilone A und B 



Aiom 


A 


B 

--- - 


1 


1 70,5 


1 70,5 


2 


39,1 


39,4 


3 


73,2 


72,9 


4 


53,0 


53,2 


5 


219,9 


219,8 


6 


43,5 


43,1 


7 


74,7 


74,3 


8 


36,4 


36,6 


9 


30,7 


30.9 


10 


23,6 


22,5 


11 


27,6 


32.3 


12 


57,4 


61,3 


13 


54,6 


61,7 


14 


31,7 


32,4 


15 


76,8 


76,9 


16 


1 17 A 

1 -v/ ' , ▼ 


1 37,5 


17 


120,1 


120,0 


18 


152,1 


152,1 


19 


1 163 


116.2 


20 


165,0 


165,1 


2T) 


20.4 


19,7 


22*) 


21,6 


21,5 


23 


14,1 


13.7 


24 


17,1 


17.1 


25 


15,6 


15.7 


26 


19,1 


19.0 


27 




22,7 



10 



15 



25 



*) Zuordnung vertauschbar 

Patentanspriiche 

1 . Epothilone der allgemeinen Formel: 




45 



\ 

R'O i-- 22 



worin R 1 Wasscrstoff, C, -CYAlkyl. C, -C 4 Acyl, Li + . K \Na\ 1/2 Mg 2+ odcr l/2Ca 2+ bedcutct und R 2 
Wasserstoff odcr einc Methylgruppe darstctlt. 

2. Epothilone der allgemeinen Formel: 55 




worm R : Wasserstoff (Kier Methyl ist. 



7 
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3. Epoihilon. gekennzeichnct durch eincn odcr mehrere der folgenden Parameter: 



15 



20 



25 



30 



'H-NMR Daten 


ll C-NMR 


Daten 






Atom 





2a 


2,4 


] 


170.5 


2b 


2.52 


j 


39.1 


3 


4,19 


\ 
j 


73 ? 


6 


3,2 


A 




7 


3,78 


J 




8 


1.73 


O 




9a 


1,4 


7 


74 7 


9b 


1,52 


Q 

O 


1A A 


10a 


1,4 


Q 


in 7 


10b 


1,4 


1 u 


ZJ.O 


11a 


1.42 


1 1 


17 t 
-£/ ,0 


lib 


1.7 


l z 


J / ,4 


12 


2,9 


l t 
1 j 


!>4,0 


13 


3.01 


1 A 

14 




14a 


1.85 


1 3 


7£i Q 


14b 


2,11 


It) 


1 J/, 4 


1 5 


5,41 


] 7 


1 20 1 


17 


6^6 


18 


152,1 


19 


6.99 


19 


116,3 


21*) 


1,08 


20 


165,0 


22*) 


1.35 


21*) 


20,4 


23 


1J5 


22*) 


21,6 


24 


0.93 


23 


14,1 


25 


2,05 


24 


17,1 


26 


2,69 


25 


15,6 






26 


19,1 



*) Zuordnung vertauschbar. 



C 2 *,H 39 N0 6 S[493] 

FA B- MS (neg.lonen): 492.25 fur(M-H)" 
UV(MeOH)Xmax(log c) = 210(4.1 7); 249 (3.97) 

40 1R Film auf lrtran: 

v: 3429; 2966; 2937; 1737; 1691; 1463; 1374; 1295; 1257; 1185; 1150; 1087; 1029; 1014;979 cm"' 
DC: Rf = 0,75 

DC Alufolie 60 F ?54 . Merck; Laufmittel: 
Dichlormethan/Methanol - 90 : 10 
45 Detektion: 

1. UV-L6schung bei 254 nm 

2. Anspruhen mit Vanilin/Schwefelsaure Reagenz und erhitzen auf 120° C, braune Anfarbung 

HPLC: R t - 5,4 mm 
so Sau1c:4 x 250 mm Lichrosorb RP 18 7 jam, Merck; 

FluB: 1.5 ml/min; laufmittel: Methanol/Wasser - 65 : 35 
Dctektor:UV254 nm 

4. Epothilon, gekennzeichnct durch einen oder mehrere der folgenden Parameter: 
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'H-NMR Datcn 


!i C- 


NMR-Daten 






Atom 






2a 


2.22 dd 


i 


1 70 5 


2b 


2.53 dd 


L 


39.4 


3 


4.24 dd 


\ 
J 


72,9 


6 


3.28 m 


4 


53.2 


7 


3,75 dd 


J 


219 8 


8 


1,73 m 




ST. 1 


9a 


1,4 m 


7 


74. 


9b 


1,5 m 


o 

o 




10a 


1,4 m 


Q 


~>A Q 


10b 


1,4 m 


1 A 


ii,J 


Ha 


1,42 m 


1 1 




lib 


1.7 m 


12 


61,3 


12 


— 


i o 
i J 


t> 1 7 


13 


2,8 dd 


1 A 




14a 


1,9 ddd 


1 .> 


7£ Q 

/ o,y 


14b 


2,1 ddd 


lo 




15 


5,41 dd 


i 7 
1 / 


i zu,u 


17 


6,6 s 


1 Q 

lo 


i i 

i Dz, 1 


i r» 

1 Z7 


6 99 s 


1 Q 


1 1 f\ J 


21*) 


1,05 s 


20 


165,1 


22*) 


136s 


A\ ) 


19 7 


23 


1,15d 


22*) 


21,5 


24 


0,92 d 


23 


13,7 


25 


2,05 s 


24 


17,1 


26 


2,69 s 


25 


15,7 


27 


1,28 s 


26 


19,0 






27 


22,7 








(R'=CH 3 



15 



20 



25 



•) Zuordnung vertauschbar 

C 2 7H 4 ,NO b S[507] 

FAB-MS (neg.lonen): 506.25 fiir(M-H)^ 
UV(MeOH)X max (logc) = 21 0(4.1 7); 249 (3.97) 

IR Film auf Irtran: 

v - 3400:2958; 2931 ; 2875; 1 735; 1689, 1629; 1609; 1463; 1378; 1250; 1 149; 1049;977 cm"' 
DC: Rf = 0,75 

DC-Alufolie 60 F 2 *4, Merck; Laufmittel: 
Dichlormethan/Methanol = 90 : 10 
Detektion: 

1 . UV-L6schung bei 254 nm 

2. Anspruhen mit Vanilin/Schwefelsaure-Reagenz und erhitzt auf 120°C, braune Anfarbung 
HPLC: R t = 63 min 

Saule:4 x 250 mm Lichrosorb RP 18 7 u.m. Merck; 
FluB: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser = 65 : 35 
Delcktor: UV 254 nm 

5. Vcrfahren /.urn Herstcllen von Epothilonen nach einem der voranstehenden Anspruche , dadurch gekenn- 
/eichnet, daB man den Stamm So ce90 

— in einem Kohlenstoffquellen,Stickstoffqucllen und Mineralsalze enthaltenden Medium kultiviert, 

— entweder wahrend der Kultivierung des Stammes oder anschlieBend ein Adsorberharz zusetzt, 

— die Fermenterbruhe abtrennt, 

— die Epothilone aus dem Adsorberharz eluicrt und 

— die Eluate direkt oder iiber weitere Reinigungsschntte von dem/den L6sungsmittel(n) befreit, 

'<nd pepehenenfalk ubrr Hoohdrnrk/NuvWdruckchromatopraphie und/oder \ Jmknstallisation dir 

• »:• ■ "'i;m/c:!M nm .• •: .m^ irrv n.!< 

. ., . . „ . ; k. i ii . -in . i t;: - , n.h >r-. .. .•• 

■whrrrrr 'iirwr \- p< if hi l( >nr t*nt ha Itriul. tfcyetH* nenl a Ms lichen fiiu'ni <><Jri menreren unlichen Ir.HTerV'.' 
und/oder VtTdunnungsiniUel(n). 

7. Mittel nach Anspruch 6. dadurch gekenn/eichmM, daB rm Fungizid oder FunKistatikum tst. 
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8. Therapeuttsches Mutel, das insbesondere cytotoxische Aktiviiaten entwickeln und/oder Immunsuppre- 
sion bcwirken kann, bestehend aus einem oder mehrercn Epothilonen nach einem der Anspruche I bis 4 
oder diese Epothilone enthaltend. gcgcbenenfaHs ncben einem oder mehreren ublichen Trager(n) und/oder 
Verdunnungsmittel(n). 

5 
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Beschreibung 

Die Erfindung betnfft Epothilone der folgenden allgemeincn Formcl: 
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wonn R l Wasserstoff, Cr bis C4-AlkyL d- bis C 4 -AcyL Li + , K 4 , Na~, 1/2 Mg 2 + oder 1/2 Ca 2+ bedeutet und R 2 
Wasserstoff oder eine Methylgruppe darstellt. 
Ferner bctrifft die Erfindung ein Epothilon, gekennzeichnet durch einen oder mehrere der folgenden Parame- 
20 ter: 



'H — NMR-Daten 


,3 C- 


NMR-Datcn 


Atom 




Atom 




2a 


2,4 


1 


170,5 


2b 


2,52 


2 


39,1 


3 


4,19 


3 


73,2 


6 


32 


4 


53,0 


7 


3,78 


5 


219,9 


8 


173 


6 


43,5 


9a 


1,4 


7 


747 


9b 


1,52 


8 


36,4 


10a 


1,4 


9 


30,7 


10b 


1,4 


10 


23,6 


1 la 


1.42 


11 


27,6 


lib 


17 


12 


57,4 


12 


2,9 


13 


54,6 


13 


3,01 


14 


317 


14a 


1.85 


15 


76,8 


14b 


2,11 


16 


137,4 


15 


5,41 


17 


120,1 


17 


6,6 


18 


152,1 


19 


6,99 


19 


1163 


21*) 


1,08 


20 


165,0 


22*) 


135 


21*) 


20,4 


23 


1,15 


22*) 


21,6 


24 


0,93 


23 


14,1 


25 


2.05 


24 


17,1 


26 


2.69 


25 


15,6 






26 


19,1 



") Zuurdnung vcrtauschbar. 



55 C2bH. M NO*,S[493] 

FAB-MS (neg. lonen): 429.25 fur (M-H)~ 
UV(MeOH)X max (log e) - 210(4.17); 249(3.97) 

1R Film auf Irtran: 

50 v: 3429:2966; 2937; 1 737; 1691 ; 1463; 1374; 1295; 1257; 1185; 1 150; 1087; 1029; 1014:979 
DC: R|. - 075 

[>C Alwfolie 60 F;<u Merck: l.aufmittH- 
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HPLC: R t - 5,4 min 

S&ulc:4 x 250mmLichrosorb*RP-18 7 jim; 

Flufl: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser = 65 : 35 

Detektor: UV254 nm 

5 

Des weiteren betrifft die Erfmdung ein Epothilon, gekenrueichnet durch einen oder mehrere der folgenden 
Parameter: 



'H — NMR-Daten J3 C-NMR-Daten 
Atom Atom 



2a 


2,22 dd 


1 


170,5 


2b 


2,53 dd 


2 


39.4 


3 


4,24 dd 


3 


72,9 


6 


3,28 m 


4 


53,2 


7 


3,75 dd 


5 


219,8 


g 


1,73 m 


6 


43,1 


9a 


1,4 m 


7 


743 


9b 


1,5 m 


8 


36,6 


10a 


1.4 m 


9 


303 


10b 


1,4 m 


10 


22,5 


11a 


1,42 m 


11 


32,3 


iib 


1,7 m 


\2 


613 


12 




13 


61,7 


13 


2,8 dd 


14 


32,4 


14a 


1,9 ddd 


15 


76^ 


14b 


2,1 ddd 


16 


137.5 


15 


5,41 dd 


17 


120,0 


17 


6,6 s 


18 


152,1 


19 


6,99 s 


19 


116.2 


21*) 


1,05 s 


20 


165,1 


22*) 


1,36 s 


21 # ) 


IV 


23 


U5d 


22*) 


21,5 


24 


0,92 d 


23 


13,7 


25 


2,05 s 


24 


17,1 


26 


2,69 s 


25 


15,7 


27 


1,28 s 


26 


19,0 






27 


22,7 



<R'=CH,) 

*) Zuordnung vertauschbar 

C 27 H 4i NO6S[507] 

FAB-MS (neg. lonen): 506.25 filr (M-H)" 
UV(MeOH)X m « (loge) - 210(4.17); 249(3.97) 
IR Film auf frtran: 

v = 3400; 2958; 2931 : 2875; 1735; 1689; 1629; 1609; 1463; 1378; 1250; 1149; 1049; 977 cm- 1 
OCiRk ■= 0,75 

DC-Alufolie 60 F 2 *4* Merck; Laufmittel: 
Dichlormeth an/ Methanol - 90 : 10 
Detektion: 

1 . UV-Loschung bei 254 nm 

2. Anspriihen mit Vanillin/Schwefels&ure-Reagenz und erhiut auf 120°Q braune Anfarbung 
HPLC:R, = 63 min 

Saule:4 x 250 mm Lichrosorb® RP-18 7 ^im; 

FluB;1,5 ml/min; Laufmittel: Methanoi/Wasser - 65 : 35 

Detektor: UV 254 nm 
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worm R 2 Wasserstoff odcr Methyl bedeuteL (Das Kohlenstoffatom der Methylgruppe wird als C27 bezeichnet). 
Ferner betrifft die Erfindung ein Verfahren zum Gewinnen von Epothilonen, insbesondere der vorstehend 
1 5 charakterisierten Epothilone, das dadurch gekennzeichnet ist, da3 man den Stamm So ce90 DSM 6773 

— in einem Kohlenstoffquellen, Stickstoffquellen und Mineralsalze enthaltenden Medium kultiviert, 

— entweder wahrend der Kultivierung des Stammes oder anschlieBend ein Adsorberharz zusetzt, 

— die Fermenterbrilhe abtrennt, 

20 — die Epothilone aus dcm Adsorberharz eluiert und 

— die Etuate direkt Oder iiber weitere Reinigungsschritte von dem/den Losungsmittel(n) befreit, 

— und gegebenenfalls Uber Hochdruck/Niederdruckchromatographie und/oder Umkristallisation die ver- 
schiedenen Epothilone aufreinigt und voneinander trennt. 

25 Gegebenenfalls konnen die so gewonnenen Epothilone mit gBngigen chernischen Verfahren wciter umgesetzt 
werden, z. B. mit Basen in die Alkali- und Erdalkalisalze UberfUhrt und gegebenenfalls weiter zu Ethern umge- 
setzt werden, oder sie konnen mit organischen Sauren in die entsprechenden Ester uberfuhrt werden, 

Ferner betnfft die Erfindung Mittel fUr den Pflanzenschutz in Landwirtschaft, Forstwirtschaft und/oder 
Gartenbau, bestehend aus einem oder mehreren der vorstehend aufgefuhrten Epothilone oder eines oder 

30 mehrere dieser Epothilone enthaltend, neben einem oder mehreren ublichen Tr&ger(n) und/oder Verdllnnungs- 
mittel(n). 

SchlieSlich betnfft die Erfindung therapeutische Mittel, die insbesondere cytotoxische Aktivitaten entwickeln 
und/oder Immunsupression bewirken k6nnen t bestehend aus einem oder mehreren der vorstehend aufgefuhrten 
Epothilone oder eines oder mehrere dieser Epothilone enthaltend, neben einem oder mehreren ublichen Tra- 
35 ger(n) und/oder Verdunnungsmittel(n). 

lm folgenden wird die Erfindung anhand von Beispielen und experimentellen Daten nfiher erlautert. 

Produktionsstamm 

40 Stamm Soce90 wurde im Juli 1985 an der Gesellschaft fur Biotechnologische Forschung (GBF) aus einer 
Bodcnprobe von den Ufern des Zambesi, Sudafrika, isoliert Der Stamm ist bei der Deutschen Sammlung von 
Mikroorganismen (DSM) unter Nr. 6773 hmterlegt. 

Siammkultur und morphologische Beschreibung : Der Stamm wachst auf Cellulose als einziger Kohlenstoff- 
und Energiequelle mit KN0 3 als einzige Stickstoffquelle, z. B. auf Filterpapier uber ST21 MineralsaJzagar (0 1 % 

45 KNO i; 0.1% MgSO< x 7 H 2 0; 0.1% CaCb x 2 H 2 0; 0.1% K 2 HPO«; 0.01% MnS0 4 x 7 HjO; 0.02% FeCl 3 ; 
0.002% Hefeextrakt; Standard-Spurenelementlosung; 1% Agar). Auf diesem Medium werden dunkelrotbraune 
bis schwarzbraune Fruchtkorper gebildet, bestehend aus kleinen Sporangiolen (etwa 15 bis 30 urn Durchmesser) 
m mehr oder weniger groBen dichten Haufen und Paketen. 

Der Stamm wachst sehr gut mit Glucose und KN0 3 , z. B. auf CA2 Agar {Grundmedium: \5 g Agar in 92 ml 

» Aqua dest; StammlSsung 1 ; 7 .5% KNO3, 7.5% K2HPO4 in Aqua dest.; Stammlosung 2: 1 J5V6 MgSO* x 7 H 2 0 in 
Aqua dest.; Stammlosung 3: 0.2% CaCb x 2 H 2 0, 0.15% FeClj in Aqua dest.; Stammlosung 4: 20% Glucose in 
Aqua dest. Die Stammlosungen werden durch Autoklavieren sterilisiert. Je 1 ml der Losungen 1 bis 3, sowie 5 ml 
der Losung 4 werden riem Grundmedium zugegeben, ebenso eine geeignete Menge cmer Spurenclementlo- 
sung). 

Die vegetativcn Stabchen haben die far Sorangium typischc Form (relativ derbe, im Phasenkontrastmikro 
skop dunkle P zylmdnsche Stabchen mit breit abgerundeten Enden, im Mittel 3-6 ^im lang und 1 urn dick). Nach 
lingerer Adaptation an das Wachstum in Fliissigmedien wachst der Stamm in homogener Zellsuspension. 

Der Stamm So ce90 produziert chemisch nahe verwandte Verbindungen, die antibiotische Aktivitat besitzen. 
Insbesondere sind diese Verbindungen cytotoxisch sowie antifungal wirksam. Hervorzuheben 1st z. B, die Hem- 
60 rnung von Mucor hiemalis. 

Produktion der biologisch aktivcn Verbindungen 



' ;; 1 n " : ' N /» h ;4 '' rHul.t. Hc;mp:i w::rj m:i M; I eire- ::r. g.cichen Medium jMo^i r,.« ^n\i 

I i".PL.S Puffer pH 7 A ;r. Schuueikoiben ange/.ogeren V'orkultur {\60 upm. 30 3 C).Fermer.t:ert wire bei 32'' C rr.;t 
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eincr Ruhrgeschwindigkeit von 500 upm und eincr Beluftung von 0.2 NL pro m 3 Reaktorvolumen und Std, der 
pH-Wcrt wind durch Zugabe von KOH bei 7.4 gehalten. Die Fermentation dauert 7- lOTage . Die gebildeten 
aktiven Verbindungen befinden sich teils im Oberstand und teils in den Zcllen. 

Alternativ dazu kann in Gegenwart von Adsorberharzen (z. B. XAD-1 180, Rohm und Haas, 2 — 5%) fermen- 
tiert werdea 

Isolierung von Epothilon A und B 

Wahrend dcr Fermentation von Sorangium cellulosum So ce90 (z. B. 70 1 Fenmentationsvolumen) in Gegen- 
wart eines Adsorberharzes (z. B.: XAD-1180, R&hm und Haas, 2% v/v) werden die gebildeten Antibiotika 
Epothilon A und B vollstfndig an das Harz gebunden. Nach Abtrennung der Kulturbruhe (z. B. durch Absieben 
in einem ProzeBfilter) wird das Harz mit 3 Bettvolumen Wasser gewaschen und mil 4 Bettvolumen Methanol 
eluiert Die vereinigten Hluate werden im Vakuum bis auf den Wasscrgchalt eingeengt und dreimal mit je 0,2 I 
Ethylacetat extrahiert Die vereinigten Ethylacetatextrakte werden zur Trockne eingeengt (ca. 40 g Trockenge- 
wicht). 

Der Rohextrakt wird in 50 ml Methanol aufgenommen und an Lichroprep* RP 18 25 — 40n,m (Saule; 
400 x 100 mm; FluB; 200 ml/min;) isokratisch mit Methanol/Wasser 6/4 chromatographiert. Die Epothilone 
emhaltenden Fraktionen (R t ca. 95—125 min) werden durch RP-18 Niederdruckchromatographie aufgereinigt. 
(Saule 4O0 x 60; HD-Sil- 18-20-60. Labomatic; Laufmittel: Methanol/Wasser 65/35; FluB 25 ml/min; R t Epothi- 
lon A: 140-165 min; R t Epothilon B: 170-195 min). 

Die Feinreinigungder Epothilone erfolgt durch Kristallisation aus 

1. Epothilon A: Toluol/Ethylacetat -=3:2 

t t:~~*u:i — d. c*u..i 

^umuji u . ciiijriautLaL 

Epothilon A 
C«H W N06S[493] 

FAB-MS (neg. Ionen): 429.25 fur (M-H)" 
m-NMR-Daten s.Tab. 1 
13 C-NMR-Datens.Tab. 2 
UV(MeOH))w (log£) - 210(4.1 7); 249 (3.97) 
1R Film auf Irtran; 

v: 3429; 2966; 2937; 1737; 1691 ; 1463; 1374; 1295; 1257; 1 185; 1 150; 1087; 1029; 1014; 979 cm ' 1 
DC: Rf - 0,75 

DC-Alufolie 60 F 25 4, Merck; Laufmittel: 
DichJormethan/Methanol - 90 : 10 
Detektion: 

1. UV-LOschung bei 254 nm 

2. AnsprOhen mit Vanillin/Schwefelsaure-Reagenz und erhitzen auf 120° C, braune Anf&rbung 
HPLC: R t = 5,4 min 

S&ule:4 x 250 mm Lichrosorb® RP-18 7 u.m; 

FluB: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser = 65 : 35 

Detektor: UV 254 nm 

Epothilon B 

C, 7 H 4 ,NO6S[507] 

FAB-MS (neg. Ionen): 506.25 fur (M — H)~ 
1 H — NMR-Daten s. Tab. 1 
! t C~ NMR-Daten Tab. 2 
UVtMeOHJWllogc) - 210 (4.1 7); 249 (3.97) 
IR Film auf Irtran: 

v -= 3400; 2958; 2931 ; 2875; 1735; 1689; 1629; 1609; 1463; 1378; 1250; 1 149; 1049 977 cm" 1 
DC: R F - 0,75 

DC-Alufolie 60 F 2Ml Merck: Laufmittel: 
Dtchlormethan/Methanol - 90 : 10 
Detektion: 

1. UV-Loschung bci 254 nm 

2. AnsprOhen mit Vanillin/Schwefelsaure-Reagenz und erhitzt auf 1 20 C C, braune Anfarbune 
HPLC: R, - 63 mm 6 
Saule: 4 x 250 mm Lichrosorb* RP-18 7 urn; 

FluB: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol 'Wassc- - 6S ■ 



DE 41 38 042 C2 

Tabeile 1 

'H — NMR-Daten der Epothilone A und B 



Atom A H 





2a 


2,4 dd 


2,22 dd 




2b 


2,52 dd 


2,53 dd 


10 


3 


4,19 dd 


4,24 dd 




6 


3,2 m 


3,28 m 




7 


3,78 dd 


3,75 dd 




8 


1,73 m 


1,73 m 




9a 


1,4 m 


1,4 m 


15 


9b 


1,52 m 


15 m 




10a 


1,4 m 


1,4 m 




10b 


1,4 in 


1,4 m 




1 la 


1,42 m 


1,42 m 




lib 


17 m 


1,7 m 


20 


12 


2,9 ddd 






13 


3,01 ddd 


2,8 dd 




14a 


1,85 ddd 


1,9 ddd 




14b 


2,1 1 ddd 


2J ddd 




i5 


5,4 i dd 


5,4 i dd 


25 


17 


6,6 s 


6,6 s 




19 


6,99 s 


6,99 s 




21 # ) 


1,08 s 


1,05 s 




22*) 


1,35 s 


U6s 




23 


l,15d 


1,15 d 


30 


24 


0,93 d 


0,92 d 




25 


2,05 s 


2,05 s 




26 


2,69 s 


2,69 s 




27 




1,28 s 



•) Zuordnung vertauschbar 



40 



45 
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Tabcllc 2 

13 C- NMR-Daten der Epothilone A und B 



Atom A B 



1 


170,5 


170,5 


2 


39,1 


39,4 


3 


73,2 


72,9 


4 


53,0 


53,2 


5 


219,9 


2193 


6 


43,5 


43J 


7 


74,7 


74,3 


8 


36,4 


36,6 


9 


30,7 


30,9 


10 


23.6 


22,5 


11 


27,6 


32,3 


12 


57,4 


61,3 


13 


54,6 


61,7 


14 


31,7 


32,4 


15 


76,8 


76,9 


16 


137,4 


137,5 


17 


i 20, 1 


120.0 


18 


152,1 


152,1 


19 


116,3 


116,2 


20 


165,0 


165,1 


21*) 


20,4 


19,7 


22*) 


21,6 


21,5 


23 


14,1 


13,7 


24 


17,1 


17,1 


25 


15,6 


15,7 


26 


19.1 


19,0 


27 




22,7 



•) Zuordnung vertauschbar 



Patentanspruche 

1 . Epothilone der allgemeinen Formel : 




worm R l Wasserstoff, C,- bis C-Alkyl, C,- bis U-Acyl, Li + , K\ Na + , 1/2 Mg 2 + oder 1/2 Ca 2 + bcdeutet 
und R 2 Wasserstoff oder eine Mcthylgmppc darstellt 

2. Epothilon, gekennzeichnet durch eincn odcr mehrere der folgenden Parameter: 



60 
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'H- 


NMR Daten 


I3 C- 


NMR Daten 


Atom 


Atom 




2a 


2,4 


1 


170,5 


2b 


2,52 


2 


39,1 


3 


4,19 


3 


73,2 


6 


3,2 


4 


53,0 


7 


3,78 


5 


219,9 


8 


1,73 


6 


43,5 


9a 


1,4 


7 


74,7 


9b 


1,52 


8 


36,4 


10a 


1.4 


9 


30,7 


10b 


1.4 


10 


23,6 


l la 


1,42 


11 


27,6 


lib 


1.7 


12 


57,4 


12 


23 


13 


54,6 


13 


3,01 


14 


31,7 


14a 


1,85 


15 


76,8 


14b 


2,11 


16 


137,4 


15 


5,41 


17 


120,1 


17 


6,6 


18 


152,1 


19 


6,99 


19 


116,3 


2i*) 


1,08 


2\) 


lb5,U 


22 # ) 


U5 


21 # ) 


20,4 


23 


1.15 


22*) 


21,6 


24 


0,93 


23 


14,1 


25 


2,05 


24 


17,1 


26 


2,69 


25 


15,6 






26 


19,1 



*) Zuordnung vertauschbar, 



C? 6 H W N0 6 S[493] 

FAB-MS (neg. Ionen): 492.25 fUr(M-H)- 
UVJMeOHJWOogE) - 210(4.17); 249(3.97) 

IR Film auf Irtran: 

v: 3429; 2966; 2937; 1 737; 1691 : 1463; 1374; 1295: 1257; 1 185; 1 150; 1087; 1029; 1014; 979 cm" 1 
DC: R F = 0,75 

DC-Alufolie 60 F254. Mrrck; Laufmittel: 
Dichlormethan/Methanol - 90 : 10 
Detcktion: 

1. UV-L&schung bei 254 nm 

2. Ansprllhen mit Vanillin/Skrhwefelsaurc-Reagenz und erhitzcn auf 120*0, braune Anfarbung 
HPLC:R, = 5,4 min 

Saule:4 x 250 mm Lichrosorb* RP-18 7 urn; 

Flu3: 1,5 ml/min; Laufmittel: Methanol/Wasser - 65 : 35 

Detektor: UV 254 nm 

3. Hpothilon, gekennzeichnet durch eincn oder mehrerc der folgcndcn Parameter: 
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l H— NMR-Datcn tJ C— NMR-Daten 

Atom Atom 



2a 


2,22 dd 


1 


1703 


2b 


2,53 dd 


2 


39.4 


3 


4,24 dd 


3 


72,9 


6 


3,28 m 


4 


53,2 


7 


3,75 dd 


5 


219,8 


8 


1,73 m 


6 


43,1 


9a 


1,4 m 


7 


743 


9b 


13m 


8 


36,6 


10a 


1,4 m 


9 


30,9 


10b 


1,4 m 


10 


22,5 


11a 


1,42 m 


11 


323 


lib 


1,7 m 


12 


613 


12 


_ 


13 


61,7 


13 


2,8 dd 


14 


32,4 


14a 


1,9 ddd 


15 


76.9 


14b 


2,1 ddd 


16 


1373 


15 


5,41 dd 


17 


120.0 


17 


6,6$ 


18 


152 T 1 


19 


6,99 s 


19 


116,2 


) 


< r\ r . 


20 


165,1 


22*) 


1.36 s 


21*) 


19,7 


23 


l,15d 


22*) 


21.5 


24 


0,92 d 


23 


13,7 


25 


2,05 s 


24 


17,1 


26 


2.69 s 


25 


15,7 


27 


U8s 


26 


19,0 






27 


22,7 



(R'-CH 3 ) 

•) Zuordnung vertauschbar 



C 2 7H4iNO 6 S[507] 

FAB-MS (neg. lonen): 506.25 for (M-H)" 
UV(MeOH)W (logc) - 210(4,17); 249(3.97) 

IR Film auf Irtran: 

v - 3400; 2958; 2931 ; 2875; 1 735; 1689; 1629; 1609; 1463; 1378; 1250; 1149; 1049; 977 cm" 1 ° 
DC:R F - 0,75 

DC-Alufolie 60 F 2M . Merck; Laufmittel: 
Dichlormethan/Methanol - 90 : 10 

Detektion: i5 

1. UV-L6schung bci 254 nm 

2. Anspriihcn mit Vanillin/SchwefeLsaure-Reagenz und erhilzt auf 1 20° C, braune Anfarbung 

HPLC: Rt = 63 min 

Saule:4 x 250mmLichrosorb*RP-18 7 ^im; ^ 
FluB: 13 ml/min; Laufmittel; Methanol/Was&er - 65 : 35 
DctektorUV 254 nm 

4. Verfahren zum Hcrstcllen von Epothilonen nach cmem der voranstehenden Anspruche, dadurch gekenn- 
zeichnet.dafl man den Stamm So cc90 

- in einem Kohlenstoffquellen, Stickstoffquellen und Mineralsalze enthaltenden Medium kultiviert, 55 

- entweder wahrend der Kultivierung des Stammes oder anschlieBcnd ein Adsorberhary zusetzt 

- die Fermcntcrbrflhc abtrennt, 

- die Epothilone aus dem Adsorberharz eluiert und 

- die Eluate direkt oder tlber weitere Reinigungsschntte von dem/den Losungsmittel(n) befrcit ^ 

- und gegebenenfalls uber Hochdruck/Niedcrdruckchromaiographie und/oder Umkristallisation die 
verschicdenen Epothilone aufrcinigt und voneinander trennt. 

5. Mittel f(ir den Klanzcnschuiz in der Undwirtschaft und Fomwir-srha't -.inri'oder -r» C r tr,hr' v...,. 



Mii'.t-i rat-r. A^prucr. -viiadjrcn ge^cnn/eichreu ca J s t" i-unRizice oce* M;r>>:stati sn, 
i:ierapeu.s;:it' Mi!Tl\. c;e nsbesonaeru L*ytoiox;sche Aktivita:en entwickeln und,oder Irr.munsu-: 
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sion bewirken kdnnen, bestehend aus einem oder mehrcren Epothiloncn nach einem der AnsprUche 1 bis 3 
oderdiese Epothilone enthaltend, neben einem oder mehrcren ublichen Trager(n) und/oder Verdunnungs- 
mitte!(n). 
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